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ABSTRACT
A research has been conducted to optimize the rate of aeration and initial cell aggregates weight in the production of ajmalicine in
Catharanthus roseus cell culture in bioreactor. Catharanthus roseus culture were grown in Zenk medium with the addition of 2.5 x 10"6 M
NAA ('naphthalene acetic acid') and 10s M BAP ('benzyl amino purine'). Cell aggregates were subcultured two times before transferring
20 and 30 g/fw of cell aggregates into bioreactor, respectively, and aerated with the rate of 0.2460 L/min and 0,3405 L/min, respectively.
The pattern of ajmalicine production in bioreactor were observed every 3 days for 24 days. Qualitative and quantitative analysis were
conducted using HPLC connected to Cromatopac CL-7APlus. The results showed that the cell aggregates and medium contain ajmalicine.
The highest concentration was obtained in combination of 30 g/fw and 0.3405 L/min aeration compare to 20 g/fw - 0,246 L/min, 20 g/fw
- 0,3405 L/min, as well as 30 g/fw - 0,2460 L/min. The highest ajmalicine content in cell aggregates was obtained on the 12"d days (79.23
ug/g) whilst in medium was obtained in the 18th days (981.15 ug/L).
Kata kunci/ key words: Ajmalisin/ajmalicine, kultur agregat sel/cell aggregates culture, Catharanthus roseus, bioreaktor/ bioreactor
PENDAHULUAN
Ajmalisin merupakan senyawa yang termasuk
dalam kelompok monoterpen indol alkaloid,
dihasilkan oleh tanaman Catharanthus roseus dan
berguna sebagai obat antihipertensi (Zenk, 1977).
Kebutuhan akan senyawa tersebut terus meningkat
setiap tahunnya, oleh karena itu senyawa ini potensial
untuk diproduksi dalam jumlah banyak dan waktu
yang singkat, karena diperlukan sekitar 3600 kg per
tahun (Verpoorte dan Van der Heijden, 1991).
Kultur jaringan tumbuhan merupakan metoda
alternatif untuk menghasilkan metabolit sekunder
karena mempunyai beberapa keuntungan, diantaranya
adalah. dapat dihasilkan pada kondisi lingkunganyang,
terkontrol serta tidak tergantung pada iklim dan
kondisi tanah, kultur bebas dari kontaminasi mikroba
dan insekta, sel-sel dapat dengan mudah diperbanyak
untuk memproduksi metabolit spesifik, serta metabolit
sekunder yang dihasilkan mudah untuk dimurnikan
(Fowler, 1983).
J,,
 = Pada penelitian Ratnasari (1999) peningkatan
ajmalisin masih dilakukan dalam skala yang kecil,
yaitupada Erlenmeyer 125 ml. Oleh karena itu untuk
produksi ajmalisin yang lebih banyak diperlukan
peningkatan skala dari Erlenmenyer ke bioreaktor.
Bioreaktor memiliki banyak keuntungan untuk
kultivasi sel tumbuhan, yaitu memberikan kontrol yang
lebih baik untuk produksi senyawa bioaktif skala besar
pada kultur suspensi sel, memungkinkan pengaturan
kondisi secara konstan pada setiap fase, penanganan
kultur seperti inokulasi atau pemanenan lebih mudah
. dan menghemat waktu, serta pemberian nutrisi dapat
mempercepat laju multiplikasi dan kandungan
bioaktifhya (Fulzele, 2000). Shuler dan Kargi (1992)
juga menyatakan bahwa kultur suspensi sel di dalam
bioreaktor akan menghasilkan metabolit sekunder
yang lebili banyak dan dalam. waktu yang lebih singkat,
bila dibandingkan dengan yang terjadi di alam.
Sebagai contoh, tanamanLithospermum erythrorhizon
menghasilkan sikonin 1 - 2% BK setelah berumur
lebih dari 5 tahun, sedangkan dalam kultur sel dengan
menggunakan bioreaktor mampu memproduksi sekitar
14% BK sikonin dalam waktu 3 minggu. Selain itu
reaktor yang menggunakan pengangkutan agregat sel
dengan udara akan menghasilkan biomasa sel dan
produksi metabolit sekunder yang tinggi, karena ripe
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reaktor ini memberikan pola-pola pengadukan yang
seragam dan cocok untuk kultur suspensi sel tanaman,
sehingga sel tidak mengendap di dasar bioreaktor
(Kargi dan Rosenberg, 1987).
Berdasarkan uraian diatas, maka dilakukan
penelitian mengenai pola produksi ajmalisin dari kultur
agregat sel Catharanthus roseus (L.) G Don. dalam
bioreaktor. Adapun bioreaktor yang digunakan pada
penelitian ini adalah ripe 'bubble column and airliffreactor'.
BAHAN DAN CARA KERJA
Tanaman yang digunakan sebagai eksplan
Tanaman yang digunakan sebagai sumber eksplan
adalah Catharanthus roseus (L.) G Don. yang berbunga
merah muda dan berumur kurang lebih 3 bulan.
Induksi kalus dan agregat sel
Eksplan daun ditanam pada medium padat
Zenk dengan penambahan kombinasi zat pengatur
tumbuh (zpt) 2,5 x 10"6 M AsamNaftalen Asetat (NAA)
dan 105 M 6-Benzilaminopurine (BAP) (Fitriani,
1998). Kalus yang terbentuk setelah 1 bulan selanjutnya
disubkultur ke medium cair dengan konsentrasi zpt yang
sama dengan medium padat. Kultur cair diagitasi
dengan kecepatan 120 rpm dn kultur diinkubasi pada
suhu kamar dengan kondisi gelap.
Optimasi laju aerasi, berat awal agregat dan
penentuan pola produksi ajmalisin
Optimasi laju aerasi, berat awal agregat dan
penentuan pola produksi ajmalisin pada bioreaktor
dilakukan dalam bioreaktor berukuran 1,5 L. Kultur
agregat sel, masing-masing sebanyak 10, 20, 30 dan
40 g dimasukkan ke dalam bioreaktor dengan laju
masing-masing 0,2460 L/menit, 0,3405 L/menit dan
0,4350 L/menit.
Penentuan kurva kandungan ajmalisin
Kurva kandungan ajmalisin diperoleh dengan
menghitung kandungan ajmalisin di dalam agregat dan
medium setiap tiga hari sekali selama 24 hari.
Ekstraksi bahan
Agregat sel dikeringkan dengan 'freezedryer'.
Bahan kering dan medium diekstraksi dengan metode
Lee et al. (1981 dalamAsada dan Shuler, 1989).
Analisis kualitatif dan kuantitatif dengan KCKT
Analisis kualitatif dan kuantitatif untuk
ajmalisin dilakukan dengan alat KCKT yang
dihubungkan dengan kromatopak Shimadzu CR-7A
plus. Fase gerak yang digunakan berupa larutan yang
terdiri dari metanol : asetonitril : 5 mM diamonium
hidrogen fosfat = 3 : 4 : 3 secara isokratik. Kecepatan
aliran diatur 1 ml per menit. Jenis kolom yang
digunakan adalah shim-pack CLC-ODS C18 0,15 m
diameter 0,6 mm Panjang gelombang UV yang
digunakan adalah 298nm (Sims et al, 1994).
HASIL
Induksi kalus dan agregat sel
Pada potongan daun C. roseus yang ditanam pada
medium Zenk dengan penambahan kombinasi zat NAA
2,5x lO^MdanBAP l(r5M terbentuk kalus kompak yang
berwarna coklat Inisiasi kalus terlihat seminggu setelah
penanaman (Morris, 1986; Fitriani, 1998;Ratnasari, 1999).
Kalus kompak yang dimasukkan kedalam
medium cair Zenk dengan kombinasi zpt yang sama
dengan medium padat digolongkan sebagai kultur
agregat karena ukuran diameternya bervariasi dari 2
-7 mm dan dapat mengandung lebih dari 200 sel
dengan komposisi sel yang homogen dan belum
terdiferensiasi (Endress, 1994).
Optimasi laju aerasi, berat agregat sel awal dan
penentuan pola produksi ajmalisin
Hasil optimasi pendahuluan menunjukkan
bahwa berat agregat sel awal yang dapat digunakan
adalah 20 g dan 30 g, dengan laju aerasi masing-
masing 0,2460 L/menit dan 0,3405 L/menit. Pola
produksi ajmalisin diperlihatkan pada Gambar 1,2, 3
dan 4, dengan kandungan ajmalisin terbanyak pada
berat agregat awal 30 g dan laju aerasi 0,3405 L/menit.
Kurva kandungan ajmalisin
Kandungan ajmalisin sudah terdeteksi pada
hari ke-3 dan mengalami penurunan pada hari ke-6
danke-9. Pada hari ke-12 ajmalisin mencapaijumlah
terbanyak di agregat sel dan mengalami penurunan
sampai hari ke- 24, sedangkan pada medium terbanyak
pada hari ke-18 dan selanjutnya mengalami penurunan
sampai hari ke-24 (Gambar 1, 2, 3 dan 4).
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Gambar 1. Kandungan ajmalisin pada agregat sel
dan medium, berat agregat awal 20 g,
aerasi 0,246 L/menit.
Gambar 3. Kandungan ajmalisin pada agregat sel
dan medium, berat agregat awal 20 g,
aerasi 0,3405L/menit.
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kandungan ajmalisin agregat sel (ug/g)
kandungan ajmalisin medium (ug/L)
Gambar 2. Kandungan ajmalisin pada agregat sel
dan medium, berat agregat awal 30 g.
aerasi 0,246 L/menit.
Hari ke-
- Kandungan ajmalisin agregat sel (ug/g)
Kandungan ajmalisin medium (ug/L)
Gambar 4. Kandungan ajmalisin pada agregat sel
dan medium, berat agregat awal 30 g.
aerasi 0,3405L/menit.
PEMBAHASAN
Induksi kalus dan agregat sel
Kalus yang terbentuk pada medium Zenk
(1997) dengan penambahan 2,5 x 10-6 M NAA dan
10-5 M BAP, merupakan kalus kompak yang berwarna
coklat. Terbentuknya kalus kompak tersebut diduga
disebabkan oleh penggunaan NAA sebagai sumber
auksin, sebab NAA tidak menginduksi sintesis enzim
selulase dan pektinase yang mempunyai aktivitas lisis
terhadap lamela tengah. Akibat tidak terjadinya lisis
pada lamela tengah, maka ikatan antara sel menjadi
tidak renggang dan memberikan struktur yang kompak
(Krishnamoorty, 1981).
Warna coklat pada kalus diduga karena adanya
metabolit sekunder yang diproduksi oleh kalus.
Menurut Morris (1986), kalus yang diinduksi pada
medium Zenk berwarna coklat dan produksi
alkaloidnya tinggi. Perubahan warna juga diduga
karena adanya sintesis senyawa fenolik akibat adanya
cekaman berupa pelukaan pada jaringan. Pernyataan
tersebut diperkuat oleh George dan Sherrington
(1984), yang menyatakan bahwa terjadinya
pencoklatan pada jaringan karena aksi polifenol
oksidase dan tirosinase yang disintesis akibat dari
oksidasi jaringan ketika terluka.
Terbentuknya kultur agregat sel dapat
disebabkan oleh pemilihan jenis zat pengatur tumbuh
yang digunakan (Bhojwani dan Razdan, 1991; Morris,
1986). Selain itu Fowler (1983) menyatakan tidak
terpisahnya sel-sel pada agregat dapat disebabkan oleh
adanya sekresi senyawa polisakarida yang melekat
pada permukaan sel. Fuller dan Barlett (1983 dalam
411
Muspiah, Esyanti, Siregar dan Tritama - Ajmalisin dari Kultur Agregat Sel Catharanthus roseus (L) G Don
Tramper dan Hulst, 1992) menyatakan bahwa kultur
agregat sel merupakan sel amobil secara alamiah. Pada
sel amobil pertumbuhan selnya rendah tetapi produksi
metabolit sekundernya tinggi (Lindsey dan Yeomann,
1983).
Optimasi laju aerasi, berat agregat sel awal dan
penentuan pola produksi ajmalisin
Berat agregat sel awal yang digunakan adalah
20 g dan 30 g dengan laju arasi masing-masing
0,2460 L/menit dan 0,3405 L/menit. Hasil penelitian
pada berat agregat sel awal 10 g menunjukkan bahwa
sel terangkat dengan sempurna, akan tetapi terbentuk
busa yang menutupi seluruh permukaan bagian dalam
dari bioreaktor lima hari setelah agregat sel
dimasukan ke dalam bioreaktor, yaitu pada laju 0,246
L/menit dan 0,3405 L/menit. Pada laju aerasi 0,4350
L/menit terbentuk busa setelah dua hari.
Terbentuknya busa kemungkinan disebabkan oleh
laju aerasi yang tinggi, sehingga akan membentuk
gelembung udara yang banyak, dan menutupi
permukaan bioreaktor. Terbentuknya busa juga akan
menutupi seluruh permukaan kultur, sehingga
menghentikan sirkulasi udara di dalam bioreaktor
dan mengakibatkan terjadinya kontaminasi pada
kultur (Taticek et al., 1991). Taticek et al. (1991)
juga menambahkan bahwa terbentuknya busa
tersebut selain disebabkan oleh laju aerasi juga
disebabkan oleh komposisi medium, viskositas
kultur, struktur fisik dari bioreaktor yang digunakan
dan keberadaan sel-sel tersebut.
Inokulum agregat sel dengat berat awal 40 g,
tidak teraduk pada laju aerasi 0,246 L/menit maupun
0,3405 L/menit. Hal ini disebabkan jumlah agregat
selnya terlalu banyak, sehingga menyebabkan masalah
dalam pengadukan. Akibatnya sel akan mengendap
pada permukaan bawah bioreaktor dan mengalami
kekurangan oksigen. Konsentrasi oksigen yang terlarut
selama kultur cair memiliki pengaruh kuat dalam
aktivitas mitosis dan merupakan penyebab utama
dalam rata-rata tingkat pertumbuhan. Selain itu apabila
sel mengendap akan mengakibatkan kematiankarena
tidak ada oksigen terlarut. Oksigen diperlukan untuk
pertumbuhan sel dan produksi metabolit sekunder
(Taticek et al, 1991).
Kurva kandungan ajmalisin
Ajmalisin pada sel sudah terdeteksi pada hari
ke-3 sebagai hasil sintesis pada saat subkultur
sebelumnya. Kandungan ajmalisin tersebut menurun
pada hari ke-6 hingga ke-9, hal ini kemungkinan
disebabkan oleh terjadinya degradasi dan polimerasi
oleh enzim peroksidase maupun enzim hidrolitik yang
disintesis selama periode kultur (Endress, 1994). Pada
hari ke-12 kandungan ajmalisin dalam sel mencapai
optimum. Peningkatan kandungan ajmalisin terjadi
karena ajmalisin disintesis pada fase pertumbuhan
(Endress, 1994).
Pada hari ke-18, kandungan ajmalisin di dalam
medium mengalami peningkatan karena ajmalisin
disekresikan ke dalam medium. Peningkatan ajmalisin
di medium diduga disebabkan oleh pH di dalam sel
lebih tinggi dibandingkan dengan pH di medium. PH
medium pada hari ke- 15 berkisar antara 5,4 - 5,6
sedangkan pada hari ke-18 antara 4,6-4,8 (Tabel 1).
Hari
3
6
9
12
15
18
21
24
PengukuranpH
pada laju aerasi 0,2460
L/menit
Berat
agregat sel
20 g
5,9
5,7
5,4
5,4
5,5
4,6
5,5
5,4
Berat
agregat sel
30 g
5,9
5,7
5,4
5,4
5,6
4,7
5,5
5,4
Pengukuran pH
pada laju aerasi
L/menit
Berat
0,3405
Berat
agregat sel agregat sel
20 g
5,8
5,7
5,4
5,4
5,4
4,7
5,5
5,4
30 g
5,7
5,8
5,4
5,4
5,4
4,8
5,5
5,4
Menurut Neumann et al. (1983), dalam
keadaan vakuola lebih asam dari sitoplasma, alkaloid
akan berpenetrasi melalui tonoplas ke dalam vakuola
dalam bentuk tidak terprotonasi. Di dalam vakuola
yang asam, alkaloid akan terprotonasi sehingga sulit
untuk berpenetrasi kembali melalui tonoplas. Alkaloid
terprotonasi di dalam sitoplasma akan mudah
disekresikan ke dalam medium, terutama jika pH
medium menjadi lebih rendah dari pH sitoplasma.
PerubahanpH ini dapat diakibatkan oleh adanya hasil
metabolime sekunder dan perubahan komposisi
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medium selama kultur. Sekresi terjadi selain karena
perubahan pH dapatpula terjadi oleh adanya lisis dan
kematian sel (Neuman et al., 1983).
Kandungan ajmalisin yang terbaik adalah pada
berat agregat awal 30 g dan laju aerasi 0,3405 L/menit.
Scragg et al. (1987 dalam Taticek et al., 1991)
menyatakan bahwa sel-sel tanaman yang dikultur pada
laju aerasi yang tinggi sekitar (0,85 v.v.m) akan
menghasilkan konsentrasi CO2 sekitar 2-4%, hal ini
akan menghambat laju pertumbuhan dan mereduksi
biomasa sel. Menurut McHale et al. (1987),
pertumbuhan kultur sel tumbuhan membutuhkan O2
tidak terlalu tinggi, bahkan pada konsentrasi O2terlalu
tinggi dapat menghambat pertumbuhan dan laju
pembelahan sel, namun oksigenjuga diperlukanuntuk
pertumbuhan sel dan produksi metabolit sekunder.
Jumlah agregat tinggi, 20-30% (v/v) diperlukan
untuk meminimalkan fase lag dan meningkatkan
pertumbuhan (Son et al., 1999). Kozai (1991)
melaporkan bahwa sel tumbuhan tidak akan tumbuh
dengan normal pada kerapatan populasi yang terlalu
rendah, sel teraduk pada berat agregat sel 10 g tetapi
aerodinamis yang terbentuknya tidak baik. Kerapatan
sel yang tinggi sangat menguntungkan pada kultur yang
sangat lambat bahkan berat inokulum maksimum dapat
sebesar 60 g/ L (Tanaka, 1987), tetapi jika sel terlalu
rapat akan menyebabkan masalah dalam pengadukan
sehingga sel tidak akan terangkat sempurna dan
produksi metabolit sekunder menjadi rendah (Taticek
etal, 1991).
KESIMPULAN
1. Kandungan ajmalisin tertinggi di dalam sel sebesar
79,23 ug/g pada hari ke-12, diperoleh pada jumlah
agregat 30 g dengan laju aerasi 0,3405 L/menit.
2 Kandungan ajmalisin tertinggi di dalam medium
sebesar 981,15 ug/L pada hari ke- 18, diperoleh
pada jumlah agregat 30 g dengan laju aerasi 0,3405
L/menit.
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